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日本全国各地の蔓脚類・完胸超目亜綱（フジツボ・カメノテの仲間）
の遺伝子解析実験の可能性 
 
谷 良夫、西山侑希、笠原 恵 
 
１ 研究目的 
フジツボ・カメノテの仲間は日本全国の海に生息する比較的観察しやすい生物である。
とくにカメノテ（Capitulum mitella）は黄褐色で体が頭状部と柄部に区別され、石灰質殻
板で覆われている。岩礁海岸の固着動物で、北海道南西部以南の潮間帯の岩礁に棲息し、
岩の割れ目や隙間に群生する（西村 1995）。蔓脚類・完胸上目亜綱・有柄目ミョウガガイ
科・Capitulum 属に属する。海水によって運ばれてくる餌を蔓
まん
脚
きゃく
で捕食する。同定は誰に
でも簡単にできる数少ない海岸付着生物であり、海岸観察などの理科教材として使えそう
である。また動きがユーモラスで家に持って帰ってもお母さんに嫌がられない生物である。
このカメノテを用いた採集・観察・実験の基礎研究として DNA 多型の水平分布図を作成し、
教育現場における遺伝子解析実験や環境教育の教材として開発する。 
 
２ 研究方法 
（１）標本採集 
日本各地の海岸でカメノテを採集した（表１）。採集後、すぐに 99.5％エタノールま
たは 70％エタノールで固定した。 
（２）DNA 抽出 
実体顕微鏡下で先細ピンセットと柄付き針を使って、柄部の柄鱗を剥ぎ、筋肉を約 3mm
取り出し、50ｍM 水酸化ナトリウム溶液 90μL 中に投入する。この試料を 10 分間 95℃に
保った後、急冷し、１M Tris-HCl (pH 8.0)溶液 10μL を加え、Vortex にて良く攪拌す
る。この溶液を DNA 抽出液として使用する。 
（３）DNA の増幅および塩基配列の決定 
ミトコンドリア DNA のコントロール領域（control region）およびチトクローム C オ
キシダーゼサブユニットⅠ(COⅠ)領域を PCR 法により DNA 増幅するためにソフトウェア
Primer3（Whitehead_Institute、Howard Hughes Medical Institute）を利用して、種特
異的なカメノテのプライマーを設計した（表 2）。 
反応条件は 95 ℃ 4 min.， (95 ℃ 15 sec., 55 ℃ 15 sec., 68 ℃ 30 sec.)×
37cycles、68 ℃ 5 min.，4 ℃ ∞とした。PCR 産物は北海道システム・サイエンス株式
会社にシーケンスを依頼した。1 サンプルにつき 2 方向からシーケンスを行った。得ら
れた塩基配は解析ソフト MOLECULAR EVOLUTIONARY GENETICS ANALYSIS 5 ver. 2.2 (MEGA5)
を使用して、最尤法（Maximum Likelihood method）により分子系統樹を作成し、解析
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を行った。両方向とも良好な解析状態のデータのみを採用し、片側が解読不良なものは 
不採用とした。上下方向で解読結果が一致する領域のみを採用した。一致しない部分は
は波形を確認し正しい方を採用した。上下どちらかにノイズが入る領域はデータから省
いた。 
 
３ 結果 
（１）コントロール領域の解析結果 
コントロール領域では、COI 領域に比べて、正確な解読結果が得られる割合は低かっ
た。30 サンプル解析して解析できた個体数は 15 サンプルであった。15 サンプルすべて
の配列は異なり、ﾊﾌﾟﾛﾀｲﾌﾟ数は 15 種類、ﾊﾌﾟﾛﾀｲﾌﾟ多様度（Haplotype diversity）は 1.00、
塩基多様度（Nucleotide diversity）は 0.0453 であった。また 遺伝的相互距離の平均
（Average Evolutionary Divergence over Sequence Pairs）は 0.040 であった。デンド
ログラムを作成した結果、高いブーストラップ確率（98%）で分岐するグループが出現
した（group A）。 
 
（２）COI 領域の解析結果 
同様の作業をCOI領域について行った。正確な解読結果が得られる割合は高かった。92
サンプル解析して解析できた個体数は89サンプルであった。ﾊﾌﾟﾛﾀｲﾌﾟ数は58種類、ﾊﾌﾟﾛ
ﾀｲﾌﾟ多様度（Haplotype diversity）は 0.981、塩基多様度（Nucleotide diversity
）は0.00709であった。遺伝的相互距離の平均は0.0069であり、D Loopとよりさらに
小さかった。デンドログラムを作成した結果、60%以上の高いブーストラップ確率で分岐
するグループが出現した（group A）★はコントロール領域の解析でA groupに属した個
体。１つのクレード内に現れたがブーストラップ確率は60%以下であったがグループA
として示した。ブーストラップ確率は60%以上のグループが3つ（B・C・D）形成され
た（図３）。 
 
４ 考察 
人類を含めた多くの生命にとって欠かすことの出来ない命の土台である生物多様性の保
全がますます重要視されて来ている。また本来その地域には棲息していない近縁種や同種
の生物が移入され、交雑が進んで、本来その地域の生物種がもっていた遺伝子の多型性が
乱れる遺伝子攪乱も問題視されている。これらの問題に対応するためには実際に移入や攪
乱が起きる前に地理的な特性を観察・記録しておくことが重要である。 
一般に在来種は地理的な隔離を受けているものが多く、地域的な遺伝的変異は多く報告
されている。メダカは日本に3つの単系統（A・B・C）が分布しそれぞれが日本列島で分化
を遂げたことが示唆されている（竹花佑介 2010）。同じく在来種であるゲンジボタルはハ
プロタイプは大きく4つのグループ（Ⅰ・Ⅱ・Ⅲ・Ⅳ）に分けられ、これらのグループのう
ち, グループIとIIの分布はフォッサマグナ地帯を境界として東日本地域と四国を含む西
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日本地域に分かれた地理的な遺伝子特性を持ってことが示唆されている（吉川 2001）。メ
ダカについては人為的な移動による遺伝子攪乱が問題になっている（竹花佑介 2010）。一
般に在来種は地理的な隔離を受けているものが多く、地域的な遺伝的変異は多く報告され
ている。これに対し同じく在来種であるニホウナギについては日本と台湾を含めて一つの
グループを形成しており、遺伝的な交流があり、地理的な遺伝子特性は見られない。 
カメノテの地理的遺伝的変異はこれまで本格的な調査報告がなされていない。今回解析
したカメノテの集団では大きなギャップによって識別される種内の単系統は見られなかっ
た。コントロール領域のほうがCOI領域より速く変異する（小池 2003）ので今回の平均距
離の差はこれに沿ったものである。ﾊﾌﾟﾛﾀｲﾌﾟ多様度がコントロール領域およびCOI領域にお
いて共に0.800以上と高く、これとは相対的に塩基多様度が低くなっていた。これは一塩基
多形のような一斉放散（simultaneous radiation）による場合に多く見られる（小池 2003
）。これらのことは今回調査した主に西日本全域がほぼ単一集団を形成し、遺伝的な交流
があることを示していると思われる。 
残念ながらCOI領域でのブーストラップ確率は60％に達しなかったが、今回コントロー
ル領域およびCOI領域で示されたA groupについては今後の進化の過程で種分化につながる
集団である可能性がある。また西日本以外の日本国内および外国（おそらく東南アジア）
からの流入個体であるかもしれない。今回の研究で、今後調査範囲を全国的拡大し、さら
に東南アジアを主とした海外の個体も調査し、できれば広く全国および海外の高校生によ
る合同調査・研究を行いたい。 
 
５ 引用文献 
 竹花佑介（2010）メダカの高精度系統地理マップをつくる，淡水魚類地理の自然史（渡辺
勝敏・高橋洋編），pp.105-122. 北海道大学出版会.  
 竹花佑介・北川忠生（2010）人為的な放流による遺伝的攪乱, 魚類学雑誌57(1), 76–79 pp
.76-79. 日本魚類学会 
 西村三郎（1995）原色検索日本海岸動物図鑑（Ⅱ）pp.115-133. 保育社. 
 吉川貴浩・井出幸介・窪田康男・中村好宏・武部寛（2001）ミトコンドリア ND5 遺伝子の
塩基配列から推定されたゲンジボタルの種内変異と分子系統，昆蟲. ニューシリーズ 4(
4), pp.117-127. 日本昆虫学会. 
 
６ 謝辞 
ご指導いただいた東京大学大学院農学生命科学研究科生圏システム学専攻水域保全学研
究室 岡本研准教授、三重大学教育学部 後藤太一郎教授、に深く感謝いたします。採集に
ご協力いただいた園田女子大学 阪口正樹氏、神戸大学海事科学部 山下和雄准教授およ
びNPOセーリング神戸の皆様、平成24年度SSHコンソーシアムに参加いただいた大阪府立住
吉高等学校、島根県立出雲高等学校、広島県立国泰寺高等学校、横浜市立横浜サイエンス
フロンティア高等学校、和歌山県立日高高等学校、兵庫県立兵庫尼崎小田高等学校の生徒
 - 4 - 
の皆様および引率教員の皆様に深く感謝いたします。 
 
７ 図、表 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１．カメノテ各部の名称 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 - 5 - 
表１-１．遺伝子解析に用いたカメノテ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
番号 日付 場所 採集者
1 12294 2012年10月6日 和歌山県和歌山市加太 兵庫県立尼崎小田高等学校
2 12295 2012年8月4日 神奈川県逗子市 横浜市立横浜ｻｲｴﾝｽﾌﾛﾝﾃｨｱ高等学校
3 12296 2012年8月4日 神奈川県逗子市 横浜市立横浜ｻｲｴﾝｽﾌﾛﾝﾃｨｱ高等学校
4 12297 2012年8月4日 神奈川県逗子市 横浜市立横浜ｻｲｴﾝｽﾌﾛﾝﾃｨｱ高等学校
5 12301 2012年8月15日 大阪府泉南郡岬町多奈川小島明神崎 大阪府立住吉高等学校
6 12302 2012年8月15日 大阪府泉南郡岬町多奈川小島明神崎 大阪府立住吉高等学校
7 12303 2012年8月15日 大阪府泉南郡岬町多奈川小島明神崎 大阪府立住吉高等学校
8 12304 2012年8月15日 大阪府泉南郡岬町多奈川小島明神崎 大阪府立住吉高等学校
9 12305 2012年8月15日 大阪府泉南郡岬町多奈川小島明神崎 大阪府立住吉高等学校
10 12306 2012年7月17日 和歌山県田辺市天神崎　 和歌山県立日高高等学校
11 12307 2012年7月17日 和歌山県田辺市天神崎　 和歌山県立日高高等学校
12 12308 2012年7月17日 和歌山県田辺市天神崎　 和歌山県立日高高等学校
13 12309 2012年7月17日 和歌山県田辺市天神崎　 和歌山県立日高高等学校
14 12310 2012年7月17日 和歌山県田辺市天神崎　 和歌山県立日高高等学校
15 12311 2012年7月17日 和歌山県田辺市天神崎　 和歌山県立日高高等学校
16 12315 2012年7月21日 和歌山県東牟婁郡串本町潮岬　 和歌山県立日高高等学校
17 12316 2012年7月21日 和歌山県東牟婁郡串本町潮岬　 和歌山県立日高高等学校
18 12317 2012年7月21日 和歌山県東牟婁郡串本町潮岬　 和歌山県立日高高等学校
19 12318 2012年7月21日 和歌山県東牟婁郡串本町潮岬　 和歌山県立日高高等学校
20 12319 2012年7月15日 広島県竹原市竹原町 広島県立国泰寺高等学校
21 12320 2012年7月21日 広島県竹原市竹原町 広島県立国泰寺高等学校
22 12321 2012年7月22日 島根県出雲市大社町ひろげの浜　 島根県立出雲高等学校
23 12322 2012年7月22日 島根県出雲市大社町ひろげの浜　 島根県立出雲高等学校
24 12323 2012年7月22日 島根県出雲市大社町ひろげの浜　 島根県立出雲高等学校
25 12324 2012年7月22日 島根県出雲市大社町ひろげの浜　 島根県立出雲高等学校
26 130000 2013年2月1日 和歌山県東牟婁郡串本町古座 阪口　正樹
27 130001 2013年2月1日 和歌山県東牟婁郡串本町古座 阪口　正樹
28 130002 2013年4月27日 大分県佐伯市蒲江大字葛原浦 阪口　正樹
29 130003 2013年2月1日 和歌山県東牟婁郡串本町古座 阪口　正樹
30 130004 2013年2月1日 和歌山県東牟婁郡串本町古座 阪口　正樹
31 130005 2013年2月1日 和歌山県東牟婁郡串本町古座 阪口　正樹
32 130006 2013年2月1日 和歌山県東牟婁郡串本町古座 阪口　正樹
33 130007 2013年2月1日 和歌山県東牟婁郡串本町古座 阪口　正樹
34 130008 2013年2月1日 和歌山県東牟婁郡串本町古座 阪口　正樹
35 130009 2013年2月1日 和歌山県東牟婁郡串本町古座 阪口　正樹
36 130010 2013年4月27日 大分県佐伯市蒲江大字葛原浦 阪口　正樹
37 130011 2013年4月27日 大分県佐伯市蒲江大字葛原浦 阪口　正樹
38 130012 2013年4月27日 大分県佐伯市蒲江大字葛原浦 阪口　正樹
39 130013 2013年4月27日 大分県佐伯市蒲江大字葛原浦 阪口　正樹
40 130014 2013年4月14日 山口県萩市大字椿東 阪口　正樹
41 130015 2013年4月14日 山口県萩市大字椿東 阪口　正樹
42 130016 2013年4月14日 山口県萩市大字椿東 阪口　正樹
43 130017 2013年4月14日 山口県萩市大字椿東 阪口　正樹
44 130018 2013年4月14日 山口県萩市大字椿東 阪口　正樹
45 130019 2013年4月14日 山口県萩市大字椿東 阪口　正樹
46 130020 2013年2月2日 三重県尾鷲市天満浦 阪口　正樹
47 130021 2013年7月21日 兵庫県豊岡市竹野町竹野 兵庫県立尼崎小田高等学校
48 130022 2013年7月21日 兵庫県豊岡市竹野町竹野 兵庫県立尼崎小田高等学校
49 130023 2013年7月21日 兵庫県豊岡市竹野町竹野 兵庫県立尼崎小田高等学校
50 130025 2013年3月17日 愛媛県今治市大浜町 阪口　正樹
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表１-2．遺伝子解析に用いたカメノテ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
表２．遺伝子解析に用いたプライマー                   
名称            塩基配列              増幅領域       
MD047F 5’-TATCCTCTGTGTAGTCAGTTTGTTCTCGTC-3’  control region 
MD812R 5’-TTTTAATAAGGGCTGTAATCAGCATTGTTC-3’  control region 
MC066F 5’-GTTCTCGCAGGAGCCATTACAATACTTCTT-3’  COI 
MC838R  5’-GAACCAATTGAGGACACTACGTTTCACACT-3’  COI       
 
 
 
 
 
 
 
51 130026 2013年3月17日 愛媛県今治市大浜町 阪口　正樹
52 130027 2013年3月17日 愛媛県今治市大浜町 阪口　正樹
53 130028 2013年3月17日 愛媛県今治市大浜町 阪口　正樹
54 130029 2013年2月7日 高知県室戸市室戸岬町 阪口　正樹
55 130030 2013年2月7日 高知県室戸市室戸岬町 阪口　正樹
56 130031 2013年2月7日 高知県室戸市室戸岬町 阪口　正樹
57 130032 2013年2月7日 高知県室戸市室戸岬町 阪口　正樹
58 130033 2013年3月16日 愛媛県大洲市長浜甲 阪口　正樹
59 130034 2013年3月16日 愛媛県大洲市長浜 阪口　正樹
60 130035 2013年3月16日 愛媛県大洲市長浜 阪口　正樹
61 130036 2013年3月16日 愛媛県大洲市長浜 阪口　正樹
62 130037 2013年3月16日 愛媛県大洲市長浜 阪口　正樹
63 130038 2013年3月15日 高知県土佐清水市 阪口　正樹
64 130039 2013年3月15日 高知県土佐清水市 阪口　正樹
65 130040 2013年3月15日 高知県土佐清水市 阪口　正樹
66 130045 2013年4月13日 兵庫県神戸市東灘区向洋町中 兵庫県立尼崎小田高等学校
67 130046 2013年3月27日 神奈川県小田原市根府川 兵庫県立尼崎小田高等学校
68 130047 2013年3月27日 神奈川県小田原市根府川 兵庫県立尼崎小田高等学校
69 130049 2013年3月27日 神奈川県小田原市根府川 兵庫県立尼崎小田高等学校
70 130050 2013年3月27日 神奈川県小田原市根府川 兵庫県立尼崎小田高等学校
71 130051 2013年3月27日 神奈川県小田原市根府川 兵庫県立尼崎小田高等学校
72 130052 2013年3月27日 神奈川県小田原市根府川 兵庫県立尼崎小田高等学校
73 130053 2013年6月15日 秋田県山本郡八峰町八森岩館県立自然公園 阪口　正樹
74 130054 2013年7月14日 香川県小豆郡土庄町大部琴塚 谷　良夫
75 130055 2013年7月14日 香川県小豆郡土庄町大部琴塚 谷　良夫
76 130056 2013年7月14日 香川県小豆郡土庄町大部琴塚 谷　良夫
77 130057 2013年7月14日 香川県小豆郡土庄町大部琴塚 谷　良夫
78 130058 2013年7月14日 香川県小豆郡土庄町大部琴塚 谷　良夫
79 130059 2013年7月14日 香川県小豆郡土庄町大部琴塚 谷　良夫
80 130060 2013年7月21日 兵庫県豊岡市竹野町竹野 兵庫県立尼崎小田高等学校
81 130061 2013年7月21日 兵庫県豊岡市竹野町竹野 兵庫県立尼崎小田高等学校
82 130063 2013年7月21日 兵庫県豊岡市竹野町竹野 兵庫県立尼崎小田高等学校
83 130064 2013年7月21日 兵庫県豊岡市竹野町竹野 兵庫県立尼崎小田高等学校
84 130065 2013年7月21日 兵庫県豊岡市竹野町竹野 兵庫県立尼崎小田高等学校
85 130066 2013年7月21日 兵庫県豊岡市竹野町竹野 兵庫県立尼崎小田高等学校
86 130067 2013年7月21日 兵庫県豊岡市竹野町竹野 兵庫県立尼崎小田高等学校
87 130068 2013年7月21日 兵庫県豊岡市竹野町竹野 兵庫県立尼崎小田高等学校
88 130069 2013年7月21日 兵庫県豊岡市竹野町竹野 兵庫県立尼崎小田高等学校
89 130070 2013年7月21日 兵庫県豊岡市竹野町竹野 兵庫県立尼崎小田高等学校
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図２．D loopの解析結果 
●および○は塩基の位置を表す。60%以下の分岐の割合は表示していない。 
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図３．COI領域の解析結果 
  ★はD loopの解析でA groupに属した個体。60%以下の分岐の割合は表示していない。 
